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Abstract (Basic) : DE 3508906 A 

Xanthine oxidase is immobilised at a carrier having a 
water-repellent surface. 

A porous matrix is prefd.. Catalysts in bead form are partic. 
useful for bio- catalysis . The carrier matrix is esp. a crosslinked 
polystyrene resin, which is chemically modified and bears amino gps.. 
Pref . (a) the xanthine oxidase is bonded adsorptively or ionically at 
the water-repellent carrier and then treated with bi- or polyf unctional 
crosslinking agents, (b) The xanthine oxidase is bonded covalently to 
chemically modified polystyrene-based carriers, (c) The xanthine 
oxidase is bonded to a polystyrene-based carrier bearing amino gp. . (d) 
The amino gp. -bearing carrier matrix is activated with glutaraldehyde , 
followed by covalently bonding the xanthine oxidase, (e) 
Superoxide -dismutase and/or catalase can be co- immobilised with the 
xanthine oxidase. 

US E / ADVANTAGE - The immobilised xanthine -oxidase is useful as a 
bio-catalyst or as a bio-sensor (claimed) . Immobilisation on a 
water-repellent carrier surface increases stability esp. under 
conditions of continuous catalysis. 
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<§) Verfahren zur Stabilisierung von Xanthin Oxidase durch Immobilisierung an hydrophoben Tragerharzen 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Immobilisierung 
von Xanthin Oxidase an Tragerharzen mit hydrophoben Ei- 
genschaften und die Verwendung dieser Praparate als Bio- 
katalysatoren zu praparativen oder zu analytischen Zwecken 
(Biosensoren). Die erfindungsgemaR erhaltenen Praparate 
besitzen eine wesentlich verbesserte StabHitat insbesonde- 
re unter Bedingungen der kontinuierlichen Katalyse. 
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5 F*t ntap fprUche 

T^KHicifiruna von Xanthin Oxidase* 
1 Verfahren zxir IromobilifiiBrung vu»* 

dadurch gekennzeichnet, daft die Xanthin Oxidase an 
einen Trager mit hydrophober Oberflache immobilx- 

10 siert wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, 
daS die hydrophobe Tragermatrix porbs ist. 



15 



3. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft die hydrophobe Tragermatrix in Perl- 

form vorliegt* 

4. Verfahren nach Anspruch 1 und 3, dadurch gekenn- 
20 zeichnet, daft die hydrophobe Tragermatrix ein ver- 

netztes Polystyrolharz ist. 

5. Verfahren nach Anspruch 1 bis 4, dadurch ge- 
kennzeichnet, daft die hydrophobe Tragermatrix 

25 chemisch modifiziort ist. 

6. Verfahren nach Anspruch 1 bis 5, dadurch ge- 
kennzeichnet, daft die hydrophobe Tragermatrix 
Aminogruppen tragt. 

30 

7. Verfahren nach Anspruch 1 bis 6, dadurch 
gekennzeichnet, daft die Xanthin Oxidase adsorptiv 
Oder ionisch an hydrophobe Trager gebunden und 
anschlieftend mit bi- oder polyfunktionellen Ver- 

35 netzungsmit teln behandelt wird. 
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V rfahr n nach Anspruch 1 bi 7, dadurch ga- 
le nnz ichn t, daft Xanthin Oxidase an chemisch 
modifizierte TrSger auf Polystyrolbasis kovalent 
gebunden vird, 

Verfahren nach Anspruch 1 bis 8, dadurch ge- 
kennzeichnet, daft die Xanthin Oxidase an einen 
Trager auf Polystyrolbasis gebunden wird, der 
Axninogruppen tragt ♦ 

Verfahren nach Anspruch 1 bis 9, dadurch ge- 
kennzeichnet, daft die Aminogruppen tragende 
Tragermatrix mit Glutaraldehyd aktiviert wird und 
anschiieftend die Xanthin Oxidase kovalent gebunden 
wird ♦ 

Verfahren nach Anspruch 1 bis 10, dadurch ge- 
kennzeichnet , daft Superoxid-Di smutase und/oder 
Katalase mit Xanthin Oxidase co-immobi 1 isiert 
werden . 

Verfahren zur Stabi 1 isierung von Xanthin Oxidase, 
dadurch gekennzeichnet , daft die Xanthin Oxidase an 
einem Trager mit hydrophober Oberflache nach An- 
spruch 1 bis 11 immobil isiert wird. 

Verwendung der nach Anspruch 1 bis 11 iromobili- 
sierten Xanthin Oxidase als Biokatalysatoren oder 
Biosensoren . 



A 23 640 



3508906 



BAYER AKTIENGESELLSCHAFT 5090 Lev rkusen, Bayerverk 
Konzernverval tung RP 
Patentabteilung Bu/Ke-c 



10 



Verfahren zur Stabi 1 isierung von Xanthin Oxidase durch 
Immobilisierung an hvdrophoben Traqerharzen 

15 Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Immobilisierung 
von Xanthin Oxidase an Tragerharzen mit hydrophoben 
Eigenschaften und die Verwendung dieser Praparate als 
Biokatalysatoren zu praparativen oder zu analytischen 
ZwecKen (Biosensoren) . Die erf indungsgemafi erhaltenen 

20 Praparate besitzen eine wesentlich verbesserte Stabili- 
tat insbesondere unter Bedingungen der kont inuierl ichen 
Katalyse > 

Die Bedeutung von Enzymen in der Analytik, zur prapara- 
25 tiven Synthese von Graromengen wertvoller, sonst schver 
zuganglicher Chemikalien> und im indust r iel len MaBstab 
zur Herstellung von Zwischen- oder Endprodukten , vie 
z,B. 6-Aminopenicillansaure, ist in den letzten Jahren 
immer grower gevorden. Insbesondere fur praparative 
30 Techniken werden die Enzyme bevorzugt in imraob i iisierter 
Form eingesetzt. Eine industrielle Anwendung aber setzt 
eine genugende Langzeit-Stabilitat des Biokatalysators 
voraus. Wahrend bei immobilisierten Hydrolasen oder Iso- 
merasen ohne weiteres Betr iebszei ten von mehreren Mona- 
35 ten bis zu zvei Jahren zu erzielen sind, scheitert die 
industrielle Anwendung von Oxidoreduktasen haufig an 
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mangelnd r Stabilitat. Insbesond re Oxidoreduktasen mit 
komplexen, prote ingebundenen Cof aktorsystemen , bei- 
spielsveise Hydrogenasen, Dehydrogenasen oder Oxidasen 
verden unter Bedingungen des kontinuier 1 i chen Umsatzes 
rasch inaktiviert. 



Die Xanthin Oxidase ist ein konjugiertes Molybdan- 
Eisen-Schwefel-Flavoprotein, das die Oxidation von Xan- 
thin zu Harnsaure mit Hilfe von molekularem Sauerstoff 
oder kiinstlichen Elektronenakzeptoren vie z.B. Ferri- 
cyanid katalysiert. Dieses Enzym veist eine geringe 
Substratspezifitat auf . So wird die Oxidation verschie- 
denster Azaheterozyklen oder auch die Oxidation von 
Aldehyden zu Carbonsauren katalysiert - vgl . van der 
Plas et al. <1984> in: Innovations in Biotechnology, 
20 eds. Houvink, E.H., van der Meer, R.R., Elsevier Science 
Publishers B.V. Amsterdam, S. 93-101, oder Pelsy, G . 
Klibanov, A.M. <1983) Biochem. Biophys. Acta 742, 
352-357; geben daruber hinaus noch einen Uberblick liber 
Immobilisierungen in hydrophilen Tragern. 

25 

Die Xanthin Oxidase zeichnet sich vor allem durch ihre 
hohe Regiospezifitat aus und kann daher fur den prapa- 
rativen Chemiker ein wertvoller Biokatalysator sein. 

30 Die Halbwertszeit der Aktivitat immobilisierter Prapa- 
rate von Xanthin Oxidase aus Milch liegt unter Bedin- 
gungen der kontinuierlichen Katalyse bei etwa maximal 
24 h. Durch Zusatz von Superoxid Dismutase und Katalase 
zum Schutz vor Inaktivierung durch H 2 °2 oder durch 

35 
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ofi di Halbvertszeit 
Superoxid-Badikalan.cn gelingt es, R . ter _ 

^ „i„ m aefriergetrockneten Butter- 
etva zu verdoppeln, in gerrx«ry 

liicbprSparat.n. i^obUi.iert in -.1." ,n.. b.si t, t 
Xanthin Oxid.se ein. IUlb«rt..tt von .t.a 

, FUr indu.tri.il. Zv.ck. sind d-docn dl... Standzeit.n 
unzur.ich.nd und kost.nungUn.tig . 

Oes.eit.r.n Kann Xantbin Oxidase ai. analyti.che. Hllf.- 
mi tt.l .ing«.tzt «rd.n. Bei.pi.l.vei" »* *« 

» Hypoxanthin- und Ino.in-K.nz.ntration.n in Fisch Oder 
Fischprodukten n,itt.ls .in.. Enzym.en.or.y.toms b.st,*- 
„.„. Dab.i x.rd.n Xantbin Oxidase und Nukl.o. " 
Pnospboryias. in .in.r M.„br.n coi^obii.Siert <Wat«,ab. 
.t .1 <l«4) Appl. Microbiol. Biot.chnol. 12. »8-22. 

10 Karube .t al . <1984> J.Agric. Food Che». 22. 314-31*> . 

E. «„rde nun ein V.rfahr.n zur Stabi li.i.rung von 
Xanthin Oxidase g.fund.n. da. dadurch g.k.nnz.ichn.t 
i.t. d.6 di. Xanthin Oxida.e an .in. hydrophob. Tr.g.r- 

*5 matrix iromobi 1 isier t vird. 

Bevorzugt sind hydrophobe Tragermater ialien auf Potysty- 
rolbasis. FUr die Herstellung von Biosensoren sind Mem- 
branen und Folien besonders geeignet. vahrend fur Bio- 

30 katalysatoren TrSger in Perlform bevorzugt warden. Vor- 
teilhaft ist die Vervendung von porosen Tragern, da bei 
solchen eine grbftere Oberflache fUr die Immobi 1 i s ierung 
der Xanthin Oxidase zur Verfugung steht . Besonders ge- 
eignet sind handelsubliche oder chemisch modif iz.erte 

35 Ionenaustauscherharze . 
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5 Beispielsveis eignen eich die Produktgruppen Diaion , 
Amberlite 8 , Dovex 8 , Ionac Relite", L vatit 8 , Duolite 8 , 
Zerolit 8 , Imac B , 

Die Xanthin Oxidase kann zuerst ionisch oder adsorptiv 
10 gebunden verden und nachtraglich mit einem ubiichen Ver- 
netzungsmittel vie z,B. G lutaraldehyd f ixiert verden, 

Besonders vorteilhaft ist die kovalente Bindung der 
Xanthin Oxidase an modif i zier te Polystyrolharze , die 

15 freie Aminogruppen tragen. Die freien Aminogruppen 
verden zuerst mit Glutaraldehyd analog dem aus der 
Literatur bekannten Verfahren bei Aminoalkyl-Glas <z.B. 
Aminoalkyl-CPG B > modifiziert und der so erhaitene 
Glutaraldehyd-modif izierte Trager mit der Enzymldsung 

20 inkubiert (vgl . Beispiele). 

Die so erhaltenen immobiiisierten Xanthin Oxidase Prapa- 
rate wurden zur Oxidation von 3-Ni t robenzaldehyd zu 
3-Ni t robenzoesaure eingesetzt* Sie weisen vecentlich 

25 langere Halbvertszei ten <tj /2 > unter katalytischen 

Bedingungen auf als Xanthin Oxidase Praparate, die durch 
vergleichbare Inunobi lisierungsverf ahren an Glutaralde- 
hyd-aktivierte hydrophile Aminoalkyl-Trager , vie z.B. 
CPG B , Silikate, vie z^B, Promaxon 8 hergestellt verden 

30 (siehe Tabelle 1 ) . 

Die Halbvertszei ten flir Levat i t B -gebundene Xanthin 
Oxidase lagen bei etva 10 Tagen im Vergieich zu venigen 
Stunden flir CPG B - oder Promaxon B -gebundene Xanthin 
35 Oxidase. 
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V rgleichbar zu in Gelatine immobilisierten gefner- 
getrocknetem Milchpulver Cl 1/2 Xanthin Oxidase etva 
120 h> vurde an hydrophoben Tragerharzen eine Halbvert- 
,.ib von > 10 d beobachtet. Somit zeigen die erfindungs- 
gemaBen Praparate eine vesentlich bessere Stabilitat als 
das freie Enzym bzv. in hydrophilen Tragern immobili- 
sierte Praparate. 

Die erfindungsgemafl an hydrophoben Tragerharzen 
immobilisierte Xanthin Oxidase kann als Biokatalysator 
zu Biotransformationen oder als Enzymsensor fur ana- 
lytische Zvecke wiederholt eingesetzt verden. 

Die in den nachstehenden Beispielen vervendete Xanthin 
Oxidase aus Kuhmilch ist handelsubl ich oder vurde selbst 
isoliert. Die Isolierung Kann nach verschiedenen bekann- 
ten Methoden durchgefUhrt verden: 

a) durch proteolytische, lipolytische Enzyme und 
organische Reagentien <vgl. Avis, P.G. et al . 
(1955) J. Chem. Soc. 1100; Massey, V. et al (1972) 
Biochem. J . 127 , 10; Gilbert. D.A. , Bergel, F. 
(1964) Biochem. J. 90, 350) > 

b) nicht-proteolytisch durch milde chemische Reagen- 
tien <vgl. Zikakis, J. P., Silver, M.R. <1984) 

J. Agric. Food Chem. 32, 340-343). 

im Handel ist die Xanthin Oxidase in Form einer Suspen- 
sion in Ammoniumsulfat z.B. von Boehringer Mannheim 
(FRG) oder Sigma Chemical Co. <0SA) erhaltlich. 
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S Hand IsUblich Praparat warden vor d r Vervendung 

zuerst zentrifugiert, das Xanthin Oxidase Prazipxtat xn 
0.1 M Kaliumphosphat pH 7.4 aufgenommen und bex *4-C 
gegen den gleichen Puffer dialysiert. Die so erhalienen 
Xanthin Oxidase Losungen warden direKt fur die Immobilx- 

10 sierungen verwendet, 

An hydrophile Tragermatrizen gebundene Xanthin Oxidase 
i.t unter Katalysebedingungen vesentlich instabiler als 
an hydrophobe Trager immobil isiertes Enzym, vie die 
15 folgenden Beispiele deutlich zeigen. 

Die Herstellungsverfahren der immobi lisierten Praparate 
naeh 1 a-c) sind untereinander vergleichbar und vurden 
ausgearbeitet in Anlehnung an literaturbekannte Ver- 
20 fahren fur poroses Glas. 
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Immobilisierung von Xanthin Oxidase an Lewatit 8 MP64ZI I 
an Controlled Pore Glass 8 und an Promaxon . 

la) Immobilisierung an Lewatit MP64ZII 



2,5 g Lewatit MP64ZII wurden in 25 ml 0.1 M 
Tris.HCl, pH 8,0 aufgenommen, nach Zugabe von 5 ml 
25 \ Glutaraldehyd (Fa. Merck) am Wasserstrahlvaku- 
15 urn fur 10 min. entgast und 24 h bei *4«C auf einem 

Schuttel inkubator inkubiert. 

Danach wurden die Harzperlen abgesaugt und mit 
insgesamt 1 1 H z O por tionsweise gewaschen. 



20 



25 



30 



50 mg der dialysierten Xanthin Oxidase-Lbsung 
(1 U/mg, Fa. iBoehringer Mannheim) in 60 ml 0.1 M 
Tris.HCl, pH 8.0, wurden mit 2,5 g Glutaraldehyd- 
modif iziertem Lewatit 8 MP64ZII nach 10-minut igem 
Entgasen am Wasserstrahlvakuum fur 72 h bei »4*C 
auf einem SchUt tel inkubator inkubiert. Der uber- 
stand enthielt noch 23 mg Restprotein. Die Harz- 
perlen mit der gebundenen Xanthin Oxidase wurden 
portionsweise mit 1 1 kaltem 0.1 M Kal iumphosphat- 
puffer, pH 7.4, gewaschen und das immobilisierte 
Praparat lm gleichen Puffer bei *4*C gelagert. 



35 
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lb> Immobilisierung an Promaxon 

GemaB der Herstel lervorschr if t fur Aminopropyl -G 1 as 
wurde zunachst Aminopropyl -Promaxon 8 hergestellt. 
Hierzu wurden 8,7 g Calcium-f reies Promaxon 8 mit 
4 ml gamma- Aminop r opy 1 1 r i e thoxys i 1 an in 140 ml 
Toluol fur 2 h bei Raumt emperatur geschlittelt, 
danach das Toluol abgesaugt, der RUckstand 
portionsweise mit 1 1 Aceton gewaschen und im 
Trockenschrank bei 100°C getrocknet, 

7,9 g des so her ges t e 1 1 t en Aminopropyl -Promaxon 8 
werden in 100 ml 0.1 M Na t r iumphosphat , pH 7,0, mit 
20 ml 25 % Glutaraldehyd (Fa. Merck) nach kurzem 
Entgasen an der Wassers t rahlpumpe fur 2 h bei Raum- 
temperatur inkubiert, nach Absaugen des Uberstandes 
mit 1 1 H 2 0 portionsweise gewaschen und an der Luft 
get rocknet . 

1 g des so hergesteliten Glutaraldehy ld-ak t ivier ten 
Aminopropyl -Promaxon 8 wurden mit 50 mg Xanthm 
Oxidase (1 U/rag, Fa. Boehringer Mannheim) in 100 ml 
0,05 M Tris.HCl, pH 8,0 nach Entgasen an der Was- 
sers t rahlpumpe fur 18 h bei 4 °C inkubiert. Nach dera 
Absaugen des proteinf reien Uberstandes wurde das 
Praparat portionsweise mit 1 1 0.1 M Kal iumphosphat 
pH 7,4 gewaschen und im gleichen Puffer als Suspen- 
sion bei 4°C gelagert. 
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5 1c) Inunobilisierung an Controlled Pore Glass 

48,14 g CPG-Glass, 530 A <Fa. Serva, Heidelberg 
120-200 mesh) wurden in 700 ml 5 % HN0 3 fur 2 h bei 
Raumtemperatur geschlittelt. Danach wurden die Glas- 
perlen abgesaugt und mit 8 1 H 2 0 portionsweise ge- 
10 waschen, bis kein HNO3 mehr nachweisbar war, und 

Liber Nacht bei 100 Q C getrocknet. 

46,5 g so gereinigtes CPG-Glas wurden in 700 ml 
Toluol p. A. und 22 ml gamma-Aminopropyl tr iethoxy- 
silan fur 2 h bei Raumtemperatur geschtitteit, an- 
15 schlieBend abgesaugt, mit 5 1 Aceton portionsweise 

gewaschen und liber Nacht bei 100°C getrocknet, 

43,8 g des so erhaltenen Aminopropyl -Glases wurden 
in 100 ml 0.1 M Nat r iumphosphat , pH 7,0, mit 20 ml 
20 25 H Glutaraldehd-Lbsung kurz an der Wasserstrahl- 

pumpe entgast, dann 2 h bei Raumtemperatur geschiit- 
telt. Nach Absaugen des Uberstandes wurden die 
Glasperlen portionsweise mit insgesamt 8 1 
gewaschen und an der Luft getrocknet. 

25 

1 g des so herges tel 1 ten Glut aral dehyd-ak t ivier ten 
Aminopropyl -Glases wurden mit 50 mg Xanthin Oxidase 
CI U/mg, Fa, Boehringer, Mannheim) in 100 ml 0.05 M 
Tris.HCl, pH 8,0, nach Entgasen an der Wasser- 
30 strahlpumpe fiir 18 h bei 4 *C inkubiert. Nach dem 

Absaugen des prot einf reien Uberstandes wurden die 
Glasperlen portionsweise mit 2 1 0,1 M Tris.HCl, 
pH 7,4, gewaschen und im gleichen Puffer bei 4°C 
gelagert . 

35 
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5 Id) Stabilitatsvergleich der Praparat la-lc unter 

Katalysebedingungen - Oxidation von 3-Nitrobenz- 
aldehyd zu 3-Nitrobenzoesaure mit 0 2 als 
Elektronenakzeptor . 

10 1 g des Praparats la (etwa 9,5 mg Xanthin Oxidase an 
Levatit 8 gebunden), 200 mg des Praparats lb (10 mg 
Xanthin Oxidase an Promaxon 8 gebunden) , 200 mg des 
Praparats lc (10 mg Xanthin Oxidase an CPG gebunden) 
wurden -.eweils in verschiedenen Batch-Ansatzen unter 

15 Schutteln bei 25 °C wie folgt inkubiert: 

10 ml 0.1 M Tris.HCl, P H 7,4, ImM 3-Ni t robenzaldehyd . 
10 * Methanol. 

20 Nach jeweils etwa 90 \ Substratumsatz (3-Nitrobenz- 
aldehydkonzentration unter 10 H des Ausgangswertes > 
wurde der Biokatalysator mit Puffer gewaschen und mit 
frischer Reakt ions 16 sung versetzt und erneut inkubiert. 

25 in Abb. 1 sind die gemessenen Initialgeschwindigkeiten 
der Praparate la-lc gegen die Anzahl der Ansatze 
auf getragen . 

Das Lewatitpraparat la vies auch nach dem 10. Wiederho 
30 lungsansatz etva 90 V Restaktivitat auf, vahrend das 
Promaxon- und das Glaspraparat schon im 2. bzw. 3. 
Wiederholungsansatz inaktiv waren. 



35 
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ftpis piel 2 

immobilisierung von Xanthin Oxidase an Diaion 8 HP 20 
durch Adsorption und Vernetzung mit Glutar aldehyd . 

Aus Buttermilch nach Gilbert und Bergel (1964) gerei- 
niate Xanthin Oxidase 0,24 U/mg (Xanthin als Substrat) 
vurde gegen 0.1 M Kal iumphosphat , P H 7,4, dialysiert. 
50 ml dieses dialysierten Praparats (2.70 mg/«D wurden 
lanasam Uber eine mit gleichem Puffer vorbehandelte 
Sau'lenpackung von 2 g Diaion 8 HP 20 (FlieBrate geringer 
als 10 ml/h) rezirkulierend gepumpt, bis die Protemkon- 
zentration des Eluats auf 1,95 mg/ml abgenommen hatte. 
Die Differenz zur eingesetzten Menge von etwa 37,5 mg 
Protein war somit adsorptiv am DiaionB HP 20 gebunden 
worden. Nun wurden dem Eluat 2 ml 25 * Glutaraldehyd- 
Lbsung zugesetzt und rezirkulierend fUr 16 h Uber die 
Diaion B -Saule gepumpt. Alle Vorgange wurden bei + 4"C 
durchqefuhrt. Die Proteinkonzentration des Eluats nahm 
dadurch auf 1,42 mg/ml ab, was einer Beladung von etwa 
32 mg Protein/g Diaion 8 HP 20 entspricht. In Abb. 2 ist 
wie in Abb. 1 die Aktivitat in % gegen die Anzahl der 
durchgefuhrten Inkubationen aufgetragen. 
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5 Rpisoiel 3 

Immobilisierung von Xanthin Oxidase an Glutaraldehyd- 
aktiviertes Lewatit MP64ZII nach vorheriger Behandlung 
des Harzes mit 3-Ni trobenzaldehyd . 
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Glutaraldehyd-aktiviertes Lewatit MP64ZI I absorbierte 

in einem Versuch etwa 25 mg 3-Ni trobenza ldehyd pro Gram 



Har z 



15 25 g des mit 3-Ni trobenzaldehyd belegten Harzes wurden 
in einer Mischung aus 50 ml Dialysat Xanthin Oxidase 
(4,4 mg/ml) und 150 ml Tris.HCl, P H 7,4, nach Entgasen 
an der Wasser strahlpumpe bei + 4«C fur 72 h geschuttelt. 
Von den eingesetzten 220 mg Protein waren noch 32 mg in 

20 Uberstand nachweisbar. 

1 g dieses Xanthin Oxidase Praparats wurden wiederholt 
batchweise in 10 ml 0.1 M Tris.HCl, pH 7,4, 1 mM 
3-Nitrobenzaldehyd, 10 \ Methanol, bei 25'C unter 
25 SchUtteln inkubiert. 

In Abb. 3 ist die Aktivitat in * gegen die Anzahl der 
durchgefuhrten Inkubationen aufgetragen. 



In alien vorstehenden Beispielen erfolgte die Analyse 
von 3-Nitrobenzaldehyd und 3-Nitrobenzoesaure per HPLC 
(Saule RPC 18 , Laufmitel 50 * Acetonitril, 0,5 % Ameisen- 
saure, 49,5 H Wasser). 
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Tabelle 1 



Halbvertszeiten immobi 1 isierter Xanthin Oxidase 
Praparate (gemaS Beispiele 1 bis 3) unter Katalyse- 
bedingungen . 

10 Substrat: 3-Nitrobenzaldehyd, Luf tsauerstof f als 
Elektronenakzeptor . 



Trager 



Halbvertszeit Beispiel 
t l/2 



> 12 d la 



Lewatit" MP64ZII, 
Glutaraldehyd-modif iziert 

Proraaxon 1 , nach Modif izierung < 1 d lb 

20 iait 3^- Aminopropyltriethoxy- 
silan und Glutaraldehyd 

Controlled-Pore Glass*, nach < 1 d lc 

Modif izierung mit jr-Aminopropyl- 

triethoxysi lan 

25 Diaion 8 HP 20, nach Adsorption > 25 d 2 
und Vernetzung mit Glutaralde- 
hyd 

Lewatit 8 MP64ZII, Glutaraldehyd- > 25 d 3 
modif iziert > nach Sattigung 
30 mit 3-Nitrobenzolaldehyd 



35 
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T Q q o»ri C zti d» n Abbildungen 1-3 

5 

Abb ■ 1 ; 

Vergleich Stabilitat verschiedener immob 1 1 i s ier te r 
Xanthin Oxidase-Praparate unter Katalysebedingungen. 
2 Ansatze pro Tag: ImM 3-Nitrobenzaldehyd , 10 * MeOH > 
10 aerob (0 2 als Elektronenakzeptor ) , 0.1 M K-Phosphat , P H 
7 4 2 5 °C • 

» # Xanthin Oxidase an Lewatit MP64 Z1I immobi 1 is ier t 
( la) 

<£><^> Xanthin Oxidase an PromaxonB immobi 1 i s ier t (lb) 
15 )( X " " an CPG ® immobil isiert (lc) 

Aufgetragen ist die Res takt ivi tat in * (Ordinate) gegen 
die Zahl der durch gefiihrten Inkubationen bzv. Wieder- 
holungsansatze (Abszisse) . 

20 

Abb . 2 : 

Stabilitat der nach Beispiel 2 an DiaionB MP 20 immobi- 
lisierten Xanthin Oxidase unter Katalysebedingungen. 1 
Ansatz pro Tag, ImM 3-Nitrobenzaldehyd, 10 * Methanol, 
25 0,1 M K-Phosphat, pH 7.4, 25 •C. 

Es vurde die gleiche Auftragung vie in Abb. 1 gewahlt. 



Abb ■ 3 ; 

30 stabilitat der nach Beispiel 3 an Lewatit MP 64 Zll 
immobilisierten Xanthin Oxidase unter Katalysebedin- 
gungen. 1 Ansatz pro Tag, ImM 3-Nitrobenzaldehyd, 10 % 
Methanol, 0.1 M K-Phosphat, pH 7.4. 25 

35 Es wurde die gleiche Auftragung vie in Abb. 1 gewahlt. 
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ORIGINAL INSPECTED 
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